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Dextran T40、T2000 为 Pharmacia 公司产品。rProtein A
为 SepharoseTM分装产品。完全弗氏佐剂、不完全弗氏佐剂、
OPD、BSA、OVA、Goat anti- rabbit IgG- HRP 购 自 SIGMA 公
司。其它试剂为国产试剂。
2.2 葡聚糖多抗的制备
2.2.1 Dextran T40 和 BSA、OVA 交联物的制备
按合适比例将 BSA与 Dextran 40 混合，用水溶解调至 6%
(W/V)冷冻干燥。研磨成粉末状后放置 60℃下恒温，保持相对
湿度 79%，并在容器底部放置饱和的 KBr 溶液，时间 0～7d[3]。
每天取样进行 SDS- PAGE 电泳，过碘酸 - Schiff试剂法染色[4]
和考马斯亮兰 R250 染色鉴定。得到 Dextran T40- BSA 交联
物。用同样的方法制备 Dextran T40- OVA。
2.2.2 葡聚糖多抗的制备
将 Dextran T40- BSA 交联物与等量完全福氏佐剂混合并
充分乳化，经背部皮内多点注射成年雄性新西兰白兔,每次抗
原剂量为 1000μg/ 只。2 周后以等量不完全福氏佐剂进行第 2




用 Buffer A（0.05MBoric ocid，4.0MNaCL，pH9.0） 平衡
rProtein A 亲和层析柱，加少量的血清，用 Buffer B（0.05M
Sodium phosphate, 0.05M Sodium citrate, 0.3M NaCl, pH3.0）
洗脱，收集蛋白进行效价测定。
2.4 兔抗 Dextran T40 抗体的效价测定
采用间接 ELISA 法[5]。将 Dextran T40- OVA 交联物用包
被缓冲液稀释，包被于 96 孔板，100μl/ 孔，4℃过夜。用封闭液
（10%正常人血清） 封闭 2h，每孔加入不同稀释度的血清
100μl。同时设立阳性、阴性对照，37℃放置 1h，用 PBST洗涤
液洗 3 次后,加羊抗兔酶标二抗，37℃放置 1h，再用 PBST 洗 3
次，加入 OPD 底物溶液，37℃避光放置 15min，加终止液（2M
H2SO4 溶液）终止反应，OD490 读取结果。
3 结果与分析
3.1 Dextran T40- BSA 交联物的制备
在 0- 7d 的制备过程中，取样进行 SDS- PAGE 电泳，糖染






图 1 Dextran 40-BSA 干热反应 SDS-PAGE
a. glucogenm stain; b. coomassie stain.
1, BSA; 2, Dextran T40-BSA conjugate reaction for 0d; 3, Dextran
T40-BSA conjugate reaction for 1d; 4, Dextran T40-BSA conjugate
reaction for 3d; 5, Dextran T40-BSA conjugate reaction for 7d.
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体，成功获得较高纯度的兔抗葡聚糖多克隆抗体。用 ELISA 法测定其效价，抗体效价为 1∶32000 以上。
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3.2 葡聚糖多抗的制备
将上述反应 7 天后的 Dextran T40- BSA 交联物与等量完
全福氏佐剂混合并充分乳化，经背部皮内多点注射成年雄性新
西兰白兔,每次抗原剂量为 1000μg/ 只。2 周后以等量不完全
福氏佐剂进行第 2 次免疫, 之后每隔 2 周加强免疫 1 次。经 4




制备的葡聚糖多抗血清用 ELISA 法测定血清效价，以 OD
值 P≥1.0 的血清稀释度作为血清效价，因阴性对照的 OD 值 N
为 0.051，此时 P/N=20，远远大于经验值 2.1，可判断抗体为阳
性。由图 2 可见，血清抗体效价达 1∶32000 以上。
图 2 血清抗体效价测定
3.4 抗体的纯化
血清经 rProtein A 纯化，收集各流出液进行 SDS- PAGE
电泳。经 rProtein A 纯化后，在分子量为 55kD 和 22kD 处呈现
两条带，分别相当于抗体的重链和轻链的分子量，证明血清经
纯化可获得纯度较高的抗体，结果见图 3。
图 3 兔 IgG 纯化 SDS-PAGE
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